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Der Phospholipase A2 Rezeptor 1 (PLA2R1) ist ein Typ 1 Transmembranrezeptor, welcher 
der Mannose-Rezeptor-Familie zugeordnet werden kann. Die Bedeutung von PLA2R1 für 
physiologische und pathologische Vorgänge ist noch weitestgehend unbekannt. Jedoch wird 
die Regulation wichtiger zellulärer Prozesse, wie Proliferation, Apoptose/ Seneszenz, 
Adhäsion, Migration/ Invasion und Inflammation im Zusammenhang mit dem Rezeptor 
diskutiert. Darüber hinaus ist eine Änderung der PLA2R1-Expression bei der Entstehung 
verschiedenster Krebserkrankung nachweisbar. Hierbei wird der Rezeptor einerseits mit einer 
pro-onkogenen und pro-migratorischen Wirkung in Verbindung gebracht. Andererseits ist ein 
tumorsuppressiver Effekt von PLA2R1 und eine Induktion der mitochondrialen Apoptose in 
Tumorzellen beschrieben. Zudem ist die Expression von PLA2R1 durch epigenetische 
Mechanismen kontrolliert und eine Promotor-Hypermethylierung ist assoziiert mit einer 
Repression der Rezeptor-Expression in der Prostatakarzinom (PCa)-Zelllinie LNCaP und der 
pädiatrischen, akuten lymphoblastischen Leukämie (ALL)-Zelllinie Jurkat. Vorangegangene 
Arbeiten zeigten eine Hypermethylierung innerhalb eines definierten Bereiches des PLA2R1-
Promotors bei adulten Patienten mit akuter myeloischer Leukämie und Myelodysplastischem 
Syndrom (MDS) sowie eine Korrelation der PLA2R1-Promotormethylierung mit dem 
Krankheitsstadium und der Klassifizierung nach dem Internationalen Prognostischen Scoring 
System (IPSS). 
Fragestellung/ Hypothese: 
Das Ziel der vorliegenden Arbeit war einerseits die Untersuchung der Funktion von PLA2R1 
in den PCa-Zelllinien LNCaP und PC-3. Während in LNCaP die Rezeptor-Expression durch 
Promotor-Hypermethylierung unterdrückt ist, kann in PC-3-Zellen eine Hochregulation von 
PLA2R1 im Vergleich zu normalen Prostataepithelzellen nachgewiesen werden. Durch in vitro 
Transfektionsexperimente sollte der Effekt einer Re-expression von PLA2R1 in LNCaP-Zellen 
sowie die Auswirkungen einer Reduktion der PLA2R1-Expression in PC-3-Zellen untersucht 
werden. Der Einfluss der veränderten PLA2R1-Expressionslevel auf wichtige Zellparameter 
wurde evaluiert. Die in vitro Daten der PCa-Zelllinien wurden mit den in vivo Ergebnissen des 
Tumorwachstums von transfizierten LNCaP- und PC-3-Zellen in Xenograft-Mausmodellen 
verglichen. 
Andererseits sollte basierend auf den Ergebnissen von adulten Patienten mit AML- und MDS-
Diagnose und der dabei festgestellten Hypermethylierung des Rezeptor-Promotors der 
Methylierungsstatus des Rezeptors bei der pädiatrischen ALL untersucht werden. Überdies 
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sollte die Eignung der PLA2R1-Methylierungsanalyse als sensitiver Biomarker für die 
Therapiekontrolle, Überwachung der minimalen Resterkrankung (MRD) und 
Risikostratifizierung der pädiatrischen ALL evaluiert werden. Die Funktion des Rezeptors im 
Kontext der pädiatrischen ALL wurde durch eine transfektionsbasierte Re-expression von 
PLA2R1 in der Jurkat-ALL-Zelllinie untersucht. Durch in vitro Experimente wurden die 
Auswirkungen der verschiedenen PLA2R1-Expressionslevel auf Proliferation und Apoptose/ 
Nekrose in transfizierten Jurkat-Zellen analysiert.  
Material und Methoden:  
Durch Transfektion mit einem PLA2R1-Expressionsvektor konnte eine stabile Überexpression 
des Rezeptors in LNCaP- (LNCaP-PLA2R1) und Jurkat-Zellen (Jurkat-PLA2R1) erreicht und 
die Ergebnisse mit Kontrollvektor-transfizierten LNCaP- (LNCaP-Ctrl) und Jurkat-Zellen 
(Jurkat-Ctrl) verglichen werden. Mittels CRISPR/Cas9-Knockdown konnte eine Verminderung 
der PLA2R1-Expression in PC-3-Zellen (PC-3-KD) im Vergleich zu Kontrollvektor-
transfizierten PC-3-Zellen (PC-3-Ctrl) erreicht werden. Genexpressionsanalysen wurden 
mittels quantitativer PCR nach reverser Transkription (RT-qPCR) durchgeführt und die 
Proteinsynthese des Rezeptors durch Western Blot Analyse überprüft. In vitro sollten die 
Auswirkungen der differenziellen PLA2R1-Expression der transfizierten Zellen auf wichtige 
proliferative und metastatische Zellparameter untersucht werden. Die Zellviabilität/ 
Proliferation wurde mittels WST-1 Assay für adhärente Zellen und Zellwachstumskurven-
Analyse mit Trypanblau-Färbung bei Suspensionszellen analysiert. Zellmotilität und 
Proliferation wurden bei transfizierten PCa-Zelllinien mithilfe des Wundheilungsassays 
beurteilt. Apoptose konnte durch Wasserstoffperoxid stimuliert und mittels Caspase-Glo® 3/7 
Assay und RealTime-Glo™ Annexin V Apoptosis and Necrosis Assay für transfizierte PCa-
Zelllinien sowie durchflusszytometrische Analysen nach Annexin-V-FLUOS/ Hoechst 33258 
Färbung für transfizierte Jurkat-Zellen untersucht werden. Die klonogene Überlebensrate und 
das Koloniewachstum der transfizierten PCa-Zelllinien sollten mithilfe des klonogenen Assays 
analysiert werden. In einer in vivo Pilotstudie wurde der Effekt von PLA2R1 auf das 
Tumorwachstum mittels Xenograft-Mausmodellen (männliche SCID/beige Mäuse) durch 
subkutane Injektion der transfizierten LNCaP- (n = 5) und PC-3-Zellen (n = 9) überprüft. 
Die PLA2R1-Promotormethylierung als sensitiver Biomarker für die pädiatrische ALL wurde 
durch Isolation und Bisulfit-Behandlung der genomischen DNA von Knochenmark (KM)-
Aspiraten und Leukozyten des peripheren Blutes (PB) von ALL-diagnostizierten Kindern (n = 
44) sowie einer anschließenden Analyse mittels digitaler PCR (dPCR) evaluiert. Die 




Ergebnisse und Schlussfolgerungen: 
In LNCaP-PLA2R1 und Jurkat-PLA2R1 konnte im Gegensatz zu den dazugehörigen 
Kontrollzellen eine stabile Überexpression des Rezeptors auf Ebene der Genexpression und 
Proteinsynthese detektiert werden. Bei PC-3-KD-Zellen war eine Reduktion der PLA2R1-
Genexpression und eine Repression der Proteinsynthese unterhalb der Nachweisgrenze des 
Western Blot Assays zu verzeichnen, während PC-3-Ctrl-Zellen eine Genexpression und 
Proteinsynthese des Rezeptors zeigten. Die Zellviabilität/ Proliferation und Motilität war 
signifikant erhöht in LNCaP-PLA2R1 und PC-3-Ctrl im Vergleich zu LNCaP-Ctrl- und PC-3-
KD-Zellen. Demgegenüber war eine Verminderung von Apoptose und Koloniewachstum in 
LNCaP-PLA2R1 und PC-3-Ctrl-Zellen nachweisbar. Durch Genexpressionsanalysen konnte 
eine Induktion der Expression von Fibronektin 1 (FN1), TWIST Homolog 1 (TWIST1) und 
Cyclin-abhängige Kinase 6 (CDK6) in LNCaP-PLA2R1-Zellen identifiziert werden. In vivo 
schien die PLA2R1-abhängige negative Regulation des Koloniewachstums die pro-onkogenen 
Eigenschaften des Rezeptors zu überwiegen. Dies resultierte in einem verminderten 
Tumorwachstum von LNCaP-PLA2R1 und einer tumorsuppressiven Rolle des Rezeptors in 
dieser PCa-Zelllinie. Im Gegensatz dazu zeigten PC-3-Ctrl-Zellen ein schnelleres 
Tumorwachstum im Xenograft-Mausmodell, was für einen pro-onkogenen Effekt der 
endogenen PLA2R1-Expression in PC-3-Zellen sprechen würde. Der differenzielle Einfluss 
von PLA2R1 auf die Regulierung des Tumorzellwachstums könnte im Zusammenhang mit der 
veränderten Expression von FN1, TWIST1 und CDK6 stehen, jedoch sind weiterführende 
Experimente nötig, um die Beteiligung dieser Gene in der PLA2R1-Signaltransduktion zu 
untersuchen. 
Die Analyse der Zellwachstumskurve der transfizierten Jurkat-Zellen zeigte eine Abnahme der 
Proliferationsrate und eine Zunahme des Anteils an toten Zellen bei Jurkat-PLA2R1 im 
Vergleich zu Jurkat-Ctrl-Zellen. Durchflusszytometrische Analysen bestätigten eine Abnahme 
des Anteils gesunder sowie eine vermehrte Repräsentation von apoptotischen und 
nekrotischen Jurkat-PLA2R1-Zellen im Vergleich zur Kontrolle, was einen tumorsuppressiven 
Einfluss des Rezeptors bei der pädiatrischen ALL suggeriert. Die Funktion von PLA2R1 als 
Tumorsuppressor steht im Einklang mit der festgestellten Hypermethylierung des Rezeptor-
Promotors in KM-Aspiraten und PB-Proben von pädiatrischen Patienten mit prä-B und 
common ALL zum Zeitpunkt der Diagnose der primären Krebserkrankung und des ALL-
Rezidives im Vergleich zu der Kontrollgruppe. Der parallele Abfall der PLA2R1-
Promotormethylierung und der relativen Blastenzahl im Verlauf der ALL-Induktionstherapie 
sowie eine signifikante, positive Korrelation beider Größen in KM- und PB-Proben ließen auf 





Überdies wiesen Hochrisikopatienten der pädiatrischen ALL eine signifikant höhere PLA2R1-
Promotormethylierung am Tag 15 der ALL-Induktionstherapie auf im Vergleich zu Patienten 
mit einem geringeren Risiko. Zusammenfassend deuteten die in vitro und in vivo Daten auf 
eine wichtige Funktion des Rezeptors bei der Regulation von Proliferation und Apoptose bei 
der pädiatrischen ALL hin. Die Analyse der PLA2R1-Promotormethylierung könnte als 
sensitiver Biomarker zu einer verbesserten ALL-Therapiekontrolle, MRD-Überwachung und 







The phospholipase A2 receptor 1 (PLA2R1) is a type I transmembrane receptor and a member 
of the mannose receptor family. Physiological and pathophysiological functions of PLA2R1 are 
still not completely understood. However, PLA2R1 expression is discussed to have an impact 
on proliferation, apoptosis/ senescence, adhesion, migration/ invasion as well as inflammatory 
cell responses and divergent PLA2R1 expression is detectable in different types of cancer 
compared to corresponding normal tissues. In this context, receptor expression is linked to 
both a pro-oncogenic/ pro-migratory and a tumour-suppressive/ pro-apoptotic impact in 
different cancer cells. Moreover, PLA2R1 expression is controlled by epigenetic mechanisms 
and hypermethylation of the PLA2R1 promoter is associated with silenced expression of the 
receptor in the prostate carcinoma (PCa) cell line LNCaP and the paediatric, acute lymphocytic 
leukaemia (ALL) cell line Jurkat. Previous work revealed a defined hypermethylated region of 
the PLA2R1 promoter in adult patients with acute leukaemia and myelodysplastic syndrome 
(MDS). PLA2R1 promoter methylation correlated with disease stage and International 
Prognostic Scoring System (IPSS) classification. 
Aim: 
The aim of the present study was to evaluate the function of PLA2R1 in PCa cell lines LNCaP 
and PC-3. The receptor expression is silenced in LNCaP but upregulated in PC-3 cells 
compared to normal prostate epithelial cells. A pilot in vivo study addressed the effects of 
PLA2R1 in mice xenografted with transfected LNCaP and PC-3 cells. 
Based on previous findings of PLA2R1 promoter hypermethylation in adult ALL and MDS 
patients, the aim of the present study was to analyse the methylation status of the PLA2R1 
promoter in paediatric ALL patients compared to healthy individuals. PLA2R1 methylation 
analysis was evaluated as sensitive biomarker for ALL treatment response, minimal residual 
disease (MRD) monitoring, and risk stratification. The impact of the receptor in childhood ALL 
was investigated by transfection-based re-expression of PLA2R1 in the paediatric ALL cell line 
Jurkat and the effect of different PLA2R1 expression levels on proliferation and apoptosis/ 
necrosis was analysed in in vitro experiments.   
Material and Methods: 
Stable PLA2R1 overexpression was achieved by transfection of LNCaP (LNCaP-PLA2R1) and 
Jurkat cells (Jurkat-PLA2R1) with a PLA2R1 plasmid vector. Results were compared to control 
vector transfected LNCaP (LNCaP-Ctrl) and Jurkat cells (Jurkat-Ctrl). Alternatively, PLA2R1 
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was knocked down using CRISPR/Cas9 in PC-3 cells (PC-3-KD) and compared to the 
corresponding control-transfected cells (PC-3-Ctrl). Gene expression analysis was conducted 
by quantitative reverse transcription PCR (RT-qPCR). PLA2R1 protein synthesis was analysed 
by western blot. The impact of the differential PLA2R1 expression on proliferative and 
metastatic parameters of transfected cancer cells was investigated in vitro. Cell viability/ 
proliferation was assessed by means of WST-1 Assay for adherent cells and via cell growth 
curve analysis after trypan blue staining for suspension cells. Cell motility and proliferation of 
transfected PCa cell lines were estimated by wound healing assay. Hydrogen peroxide-
stimulated apoptosis was analysed by Caspase-Glo® 3/7 Assay and RealTime-Glo™ Annexin 
V Apoptosis and Necrosis Assay for transfected PCa cell lines and flow cytometric analysis 
after Annexin-V-FLUOS/ Hoechst 33258 staining for transfected Jurkat cells. Colony formation 
of transfected PCa cell lines was evaluated by clonogenic assay. A pilot in vivo study 
addressed the effects of PLA2R1 in mice xenografted with transfected LNCaP (n = 5) and PC-
3 cells (n = 9).  
Evaluating PLA2R1 promoter methylation as sensitive biomarker for paediatric ALL, genomic 
DNA was isolated from bone marrow (BM) and peripheral blood (PB) of 44 paediatric ALL 
patients. After bisulfite treatment of isolated DNA samples, PLA2R1 methylation was analysed 
using digital PCR and compared to 20 healthy controls. 
Results and Conclusions: 
PLA2R1 gene expression and protein synthesis were detectable in LNCaP-PLA2R1, PC-3-
Ctrl, and Jurkat-PLA2R1 cells but not in LNCaP-Ctrl and Jurkat-Ctrl cells. In PC-3-KD cells, 
PLA2R1 gene expression was significantly reduced compared to PC-3-Ctrl and PLA2R1 
protein synthesis of PC-3-KD cells was below the limit of detection of western blot analysis. 
Cell viability/proliferation and motility were significantly increased in LNCaP-PLA2R1 and PC-
3-Ctrl compared to LNCaP-Ctrl and PC-3-KD cells, respectively. However, levels of apoptosis 
and clonogenicity were reduced in LNCaP-PLA2R1 and PC-3-Ctrl cells. Gene expression 
analysis revealed an up-regulation of fibronectin 1 (FN1), TWIST homolog 1 (TWIST1), 
and cyclin-dependent kinase 6 (CDK6) in LNCaP-PLA2R1 compared to control cells. In 
LNCaP xenografts, PLA2R1-dependent regulation of clonogenicity appeared to outweigh the 
receptor’s pro-oncogenic properties, resulting in decreased tumour growth, supporting the 
tumour-suppressive role of PLA2R1. Alternatively, PC-3-Ctrl xenografts exhibited faster 
tumour growth compared to PC-3-KD cells, suggesting a pro-oncogenic effect of endogenous 
PLA2R1 expression. The differential growth-regulatory effects of PLA2R1 may be mediated 
by FN1, TWIST1, and CDK6 expression, although further investigation is required. 
Cell growth curve analyses of transfected Jurkat cells revealed a decreased proliferation and 
increased cell death of Jurkat-PLA2R1 compared to Jurkat-Ctrl cells. Flow cytometry 
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confirmed the reduced fraction of healthy cells and an increase of the apoptotic and necrotic 
fractions in Jurkat-PLA2R1 cells compared to control cells, suggesting a tumour-suppressive 
effect of the receptor in paediatric ALL. PLA2R1’s tumour-suppressive function is in 
accordance with hypermethylation of the receptor promoter in BM aspirates and PB samples 
of paediatric patients diagnosed with pre-B and common ALL as well as in patients with 
disease relapse in comparison to healthy controls. PLA2R1 methylation decreased along with 
leukaemic blast cell reduction during ALL induction treatment and significant positive 
correlations between PLA2R1 methylation and leukaemic blast cell numbers of BM and PB 
samples were observable. Therefore, our data suggests that leukaemic blasts are the origin of 
PLA2R1 hypermethylation in BM and PB samples. 
Moreover, high risk paediatric ALL patients exhibited increased levels of PLA2R1 promoter 
methylation compared to non-high risk groups on day 15 of ALL induction treatment. Collected 
data indicates that PLA2R1 promoter methylation quantitation can be used as biomarker for 






3 Einführung in die Thematik 
Der Phospholipase A2 Rezeptor 1 (PLA2R1) ist ein Typ 1 Transmembranrezeptor mit einer 
Molekülmasse von 180 – 200 kDa. Er gilt als Vertreter der Mannose-Rezeptor-Familie, welche 
der C-Typ Lektin Superfamilie zugeordnet werden kann. Die Mannose-Rezeptor-Familie 
besteht aus vier Typ 1 Transmembranrezeptor-Glykoproteinen, welche gemeinsame 
strukturelle und funktionelle Merkmale teilen und Relevanz für die Entwicklung der 
angeborenen Immunität und der endosomalen Sortierung aufweisen (East, 2002; Allavena et 
al., 2004; Staines et al., 2014). 
Der strukturelle Aufbau von PLA2R1 wird hauptsächlich durch einen großen extrazellulären 
Bereich, bestehend aus einer Abfolge an Kohlenhydrat-Erkennungsdomänen (CTLD), einer 
Fibronektin-ähnlichen Typ II (FNII)-Domäne und einer N-terminalen Cystein-reichen Region 
geprägt (Ancian et al., 1995; Lambeau, 1999; Rouault et al., 2007). Durch Mutationsstudien 
konnten die Domänen CTLD4–6 als verantwortlich für die Bindung von Phospholipasen A2 
(sPLA2) identifiziert werden (Nicolas et al., 1995). Diese Enzyme katalysieren die Hydrolyse 
der sn-2-Esterbindung von Glycerophospholipiden und beeinflussen die Freisetzung von 
mehrfach ungesättigten Fettsäuren sowie die Bildung von pro-inflammatorischen 
Lipidmediatoren (Pruzanski und Vadas, 1989; Dennis et al., 2011). Die humanen sPLA2 
werden nach Struktur- und Sequenz-Merkmalen in neun Gruppen unterteilt und stehen in 
Verbindung mit inflammatorischen Prozessen und Kanzerogenese (Hanasaki und Arita, 2003; 
Sukocheva et al., 2019). 
Im Gegensatz zu dem extrazellulären Bereich des Rezeptors ist der C-terminale intrazelluläre 
Bereich vergleichsweise kurz und beinhaltet Sequenzmotive für Casein-Kinase II 
Phosphorylierung und Endozytose-Vorgänge (NSYY-Motiv) (Ancian et al., 1995; Zvaritch et 
al., 1996; Lambeau, 1999; Rouault et al., 2007). Letzteres legt eine Internalisierung und 
lysosomale Degradation des Rezeptors nach sPLA2-Bindung sowie eine dadurch 
resultierende anti-inflammatorische Wirkung des Rezeptors, begründet durch Unterbrechung 
der pro-inflammatorischen sPLA2-Signaltransduktion, nahe (Hanasaki und Arita, 1999; 




Abbildung 1. Regulation der Synthese und lysosomalen Degradation von PLA2R1. Eine 
epigenetische Regulation der PLA2R1-Expression ist in einer Reihe unterschiedlicher 
Krebszellen beschrieben. Durch Promotor-Hypermethylierung unter möglicher Beteiligung des 
HIF-2 alpha/MYC-Signalweges sowie durch Histon-Modifikationen kann es zur Repression der 
Rezeptor-Expression während der Kanzerogenese von beispielsweise Mamma-, Prostata- 
und Nierenzellkarzinomen kommen. Eine epigenetische Regulation wird durch das 
Gleichgewicht von DNA-Demethylase (DME)- und Histon-Acetylase (HAT)-Aktivität einerseits 
sowie DNA-Methyltransferase (DNMT)- und Histon-Deacetylase (HDAC)-Aktivität 
andererseits realisiert. Zudem wird eine miRNA-abhängige, translationale Repression von 
PLA2R1 diskutiert. Demgegenüber ist eine Induktion der PLA2R1-Expression als Folge pro-
inflammatorischer Stimuli beschrieben. Eine Internalisierung und lysosomale Degradation des 
Rezeptors ist sowohl mit als auch ohne Ligandenbindung möglich. Eine Bindung von sPLA2s 
durch den Rezeptor über die Domänen CTLD4–6 (hellblaue Kreise), die Endozytose des 
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Liganden-Rezeptor-Komplexes und eine lysosomale Degradation stehen im Zusammenhang 
mit einer Abnahme der extrazellulären sPLA2-Konzentration und einer verminderten 
Freisetzung von pro-inflammatorischen Mediatoren. 
 
Im Gegensatz zu dieser negativen Regulation von sPLA2 durch den Rezeptor gibt es auch 
Hinweise auf eine vermehrte Freisetzung von pro-inflammatorischen Lipidmediatoren sowie 
einer Aktivierung von assoziierten Signalwegen durch die Interaktion von sPLA2 mit PLA2R1 
(Hanasaki und Arita, 1999). Zudem kann die Wechselwirkung zwischen sPLA2 und PLA2R1 
unabhängig von der Phospholipase-Enzymaktivität des Liganden die Signalweiterleitung 
beeinflussen (Kundu und Mukherjee, 1997; Granata et al., 2005; Granata et al., 2009; Mishina 
et al., 2014). So konnte in humanen Makrophagen der Lunge durch die Rezeptor-Bindung von 
sPLA2 der Gruppe IB und X die Freisetzung von pro-inflammatorischen Mediatoren 
unabhängig von der sPLA2-Enzymaktivität über die Aktivierung der ERK1/ERK2-
Signalkaskade induziert werden (Granata et al., 2005; Granata et al., 2009). Des Weiteren 
konnte eine Induktion der Apoptose von Podozyten durch Rezeptor-Bindung von sPLA2-IB bei 
der membranösen Nephropathie nachgewiesen werden (Pan et al., 2014). Jedoch weisen 
humane sPLA2 nur eine geringe Affinität zu dem humanen Rezeptor auf (Cupillard et al., 1999) 
und es besteht die Möglichkeit einer Liganden-unabhängigen Internalisierung des Rezeptors 
(Lambeau et al., 1994; Ancian et al., 1995; Zvaritch et al., 1996), was die Bedeutung von 
alternativen Signalwegen des Rezeptors im Menschen bekräftigt. So sind neben sPLA2 auch 
Kollagen I und IV sowie β1-Integrin mögliche Liganden des Rezeptors (Nicolas et al., 1995; 
Mishina et al., 2014; Takahashi et al., 2015). Eine Übersicht der PLA2R1-Signaltransduktion 





Abbildung 2. Mögliche Signalwege der PLA2R1-Signaltransduktion. Für die PLA2R1-
Signaltransduktion sind sowohl zellwachstumsfördernde (grüner Rahmen) als auch pro-
apoptotische Signalwege (roter Rahmen) beschrieben. Als mögliche Grundlage für eine pro-
onkogene Wirkung des Rezeptors wird eine Signalweiterleitung über p38/MAPK und ERK1/2 
sowie PI3K/Akt/NF-κB diskutiert. Dabei kann PLA2R1 neben sPLA2s (und möglicherweise 
weiteren unbekannten Liganden) auch mit Integrinen über die Bindung von Kollagen mittels 
der Domänen CTLD1-2 und FNII interagieren. Eine tumorsuppressive Wirkung von PLA2R1 
ist durch Interaktion mit einem noch unbekannten Rezeptor und einer Signalweiterleitung über 
JAK2/STAT/ERRα beschrieben, resultierend in einer Induktion der mitochondrialen Apoptose. 
Hypothetische Interaktionen sind durch gestrichelte Linien gekennzeichnet. 
 
In Folge der komplexen Signaltransduktion sind auch die Auswirkungen einer physiologischen 
bzw. pathologischen Regulation der PLA2R1-Expression vielseitig und schließen unter 
anderem die Einflussnahme auf Proliferation (Mishina et al., 2014), Apoptose/ Seneszenz 
(Augert et al., 2009; Augert et al., 2013; Bernard und Vindrieux, 2014), Adhäsion (Silliman et 
al., 2002), Migration/ Invasion (Kundu und Mukherjee, 1997; Hanasaki und Arita, 1999; 
Mishina et al., 2014) und Inflammation (Yokota et al., 2000; Nolin et al., 2016) ein. Zudem 
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können Krankheitsbilder wie Asthma (Nolin et al., 2016), chronisch obstruktive 
Lungenerkrankung (COPD) (Sukocheva et al., 2019) und chronisches Nierenversagen (Larsen 
und Walker, 2013; Pan et al., 2014) Auswirkung einer Rezeptor-Fehlregulation sein. Darüber 
hinaus ist eine Änderung der PLA2R1-Expression bei der Entstehung verschiedenster 
Krebserkrankungen nachweisbar, wobei es sowohl Hinweise auf eine pro-onkogene als auch 
auf eine tumorsuppressive Wirkung des Rezeptors gibt. Einerseits steht die Wechselwirkung 
zwischen PLA2R1 und sPLA2 unabhängig von der Phospholipase-Enzymaktivität in 
Verbindung mit einem anti-apoptotischen und pro-migratorischen Einfluss in normalen und 
malignen Zellen. Begründet ist dieser Effekt durch Aktivierung einer p38 MAPK-, cytosolische 
Phospholipase A2 (cPLA2)-  sowie PI3K/Akt-Signaltransduktion (Fonteh et al., 2001; Silliman 
et al., 2002; Gorovetz et al., 2008). Des Weiteren ist ein positiver Effekt des Rezeptors auf 
Proliferation und Migration beschrieben, realisiert durch die indirekte Interaktion von PLA2R1 
mit Integrin β1 über die Bindung von Kollagen I mithilfe der Domänen FNII und CTLD1-2 im 
Beisein von sPLA2-IB (Mishina et al., 2014; Takahashi et al., 2015). Im Einklang mit dieser 
pro-onkogenen Wirkung des Rezeptors steht die Hochregulation der PLA2R1-Expression in 
Pankreas- und Magenkarzinomen (Bernard und Vindrieux, 2014) sowie in leukämischen 
Blastenzellen von Patienten mit akuter Leukämie (Amin et al., 2011) und in der humanen 
Prostatakarzinom (PCa)-Zelllinie PC-3 (Quach et al., 2014; Sukocheva et al., 2019).  
Andererseits ist eine Beteiligung des Rezeptors an der positiven Regulation von Seneszenz in 
humanen Fibroblastenzellen bzw. einer Apoptose-Induktion in malignen Zellen im 
Zusammenhang mit einer Aktivierung von JAK2/STAT- und Östrogen-verwandten Rezeptor α 
(ERRα)-Signalwegen beschrieben (Augert et al., 2009; Augert et al., 2013; Bernard und 
Vindrieux, 2014). Hierbei führt die PLA2R1/JAK2-Signaltransduktion zu einer Zunahme der 
ERRα-Expression, resultierend in einer vermehrten Expression von ERRα-Zielgenen und 
einer Induktion der mitochondrialen Apoptose durch Zunahme der Bildung reaktiver 
Sauerstoffspezies (ROS) während der Elektronenübertragung der Atmungskette innerhalb der 
Mitochondrienmembranen. Dabei konnten die Domänen FNII und CTLD1 als entscheidende 
strukturelle Elemente des Rezeptors für die Apoptose-Regulation identifiziert und eine 
Beteiligung der sPLA2-Bindungsdomänen CTLD4-6 an diesem Prozess ausgeschlossen 
werden (Nicolas et al., 1995; Augert et al., 2013). In Übereinkunft mit dieser tumorsuppressiven 
Rolle von PLA2R1 steht die verminderte Expression des Rezeptors in verschiedenen 
Krebszellen, wie Brustkrebs-, Nierenkrebs- und Melanomzellen (Bernard und Vindrieux, 2014; 
Vindrieux et al., 2014). Darüber hinaus sind epigenetische Mechanismen an der Repression 
der PLA2R1-Expression während der Kanzerogenese beteiligt. Eine Übersicht der 
epigenetischen Regulation von PLA2R1 ist in Abbildung 1 dargestellt. So findet in 
Nierenzellkarzinomen eine Unterdrückung der Rezeptor-Expression durch DNA-
Hypermethylierung unter Beteiligung des c-MYC/ HIF-2α-Signalweges statt (Vindrieux et al., 
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2014). In den Mammakarzinom-Zelllinien MDA-MB-453, BT-474 und MCF-7 liegt eine 
Repression der PLA2R1-Expression durch synergistisches Zusammenwirken von DNA-
Methylierung und Histon-Deacetylierung vor (Menschikowski et al., 2015). Zudem sind 
microRNAs, wie miR-141, miR-181b und miR-181d-1 an der negativen Regulation der 
Rezeptor-Expression in Mammakarzinom-Zelllinien beteiligt (Menschikowski et al., 2015).  
Epigenetische Mechanismen, wie Änderungen von DNA-Methylierungsmustern, sind in der 
Regulation von zahlreichen physiologischen und pathologischen Prozessen involviert. So ist 
die Expression des Rezeptors durch Promotor-Hypermethylierung in den Leukämie-Zelllinien 
Jurkat und U937 (Menschikowski et al., 2012) sowie der PCa-Zelllinie LNCaP (Sukocheva et 
al., 2019) unterdrückt. Durch Bisulfit-Sequenzierung und Methylierungs-sensitive, 
hochauflösende Schmelzkurven-Analyse (MS-HRM) konnte bei adulten Patienten mit akuter 
Leukämie und Myelodysplastischem Syndrom (MDS) eine erhöhte Methylierung bei 77 5‘-
CpG-Stellen des PLA2R1-Promotors im Bereich von -473 bp bis +586 bp des Exons 1 
festgestellt werden. Innerhalb der MDS-Kohorte korrelierte die PLA2R1-Promotormethylierung 
mit dem Krankheitsstadium und der Klassifizierung nach dem International Prognostic Scoring 
System (IPSS), was eine Verwendung der PLA2R1-Methylierungsanalyse zur 
Risikostratifizierung suggeriert (Menschikowski et al., 2012). Diese aberranten Veränderungen 
der DNA-Methylierung sind bereits zu einem frühen Zeitpunkt während der Kanzerogenese 
nachweisbar, was den Nachweis von DNA-Methylierungsänderungen zu einem 
vielversprechenden Biomarker für den frühen und empfindlichen Nachweis sowie für die 
Verlaufskontrolle von malignen Erkrankungen prädisponiert (Laird, 2003; Levenson, 2007; 
Esteller, 2008). Dabei ist die sensitive und spezifische Detektion von malignen Veränderungen 
in einem frühen Stadium der Kanzerogenese essentiell für die optimale Auswahl der 
bestmöglichen Behandlungsoptionen und könnte auf diese Weise zu einer verbesserten 
Krankheitsprognose beitragen.  
Um eine Änderung der DNA-Methylierung auf DNA-Sequenzebene nachweisen zu können, 
wird die Bisulfit-Umwandlung als „Goldstandard“ der DNA-Methylierungsanalyse verwendet. 
Diese besteht aus einem dreistufigen Prozess, wobei zunächst eine Sulfonierung durch 
Behandlung der DNA mit Bisulfit und eine anschließende Desaminierung des Cytosin-
Sulfonats zu Uracil-Sulfonat stattfindet. Durch eine Desulfonierung entsteht im letzten Schritt 
Uracil, welches während einer nachfolgenden Polymerase-Kettenreaktion (PCR) funktionell 
gleichbedeutend mit Thymin ist. Die Umwandlung von Cytosin zu Uracil während der Bisulfit-
Konvertierung ist jedoch nur für unmethyliertes Cytosin, nicht aber für 5‘-Methylcytosin 
möglich, was einen DNA-Sequenzunterschied in Abhängigkeit des Methylierungsmusters 
erzeugt (Frommer et al., 1992). Nachfolgend kann dieser Sequenzunterschied durch 
Sequenzierung, Massenspektrometrie oder PCR-basierten Methoden analysiert werden, 
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wobei die analytische Sensitivität der beschriebenen Methoden variiert. Die DNA-
Sequenzierung nach Sanger weist eine analytische Sensitivität von 10-20% auf, während 
Massenspektrometrie und Pyrosequenzierung bei einer Sensitivität von 5% liegen (Kristensen 
und Hansen, 2009; Mikeska et al., 2010). PCR-basierte Messverfahren, wie die Methylierungs-
spezifische PCR (MSP), MethyLight, MS-HRM und Methyl-BEAMing erreichen eine 
Steigerung der Sensitivität im Bereich von 0.1% and 1.0% (Herman et al., 1996; Shen und 
Waterland, 2007; Kristensen et al., 2009; Li et al., 2009; Hernández et al., 2013). Jedoch 
besteht bei diesen Methoden die Möglichkeit eines artifiziell erhöhten Anteils methylierter 
Sequenzen durch fehlerhafte Primerbindung und einer unvollständigen Bisulfit-Konvertierung 
(Rand et al., 2002; Shaw et al., 2006; Kristensen et al., 2008; Kristensen et al., 2009; 
Kristensen et al., 2012; Hernández et al., 2013). Darüber hinaus wurden unterschiedliche 
PCR-Amplifikationseffizienzen von unmethylierten und methylierten DNA-Sequenzen bei den 
genannten PCR-basierten Methoden stark zugunsten unmethylierter Sequenzen beschrieben, 
die zu einer PCR-Bias führen (Warnecke et al., 1997; Warnecke et al., 2002; Shen et al., 2007). 
Infolgedessen kann beispielsweise die Analyse einer Promotor-Hypermethylierung von 
Tumorsuppressorgenen durch einen dominierenden Hintergrund von unmethylierter Wildtyp-
DNA sowie einer geringeren Amplifikationseffizienz der methylierten, pathologischen DNA den 
Tumornachweis erschweren. Um dieses Ungleichgewicht der Amplifikationseffizienz 
auszugleichen, wurde das Einschließen von maximal zwei 5‘-CpG-Stellen mit möglichst großer 
Entfernung zum 3‘-Ende der PCR-Primer und eine Optimierung der Primer-
Annealingtemperatur beschrieben (Wojdacz und Hansen, 2006; Wojdacz und Dobrovic, 2007; 
Wojdacz et al., 2008; Kristensen und Hansen, 2009; Wojdacz et al., 2009). Diese 
Anforderungen an die DNA-Sequenz und an die physikalischen Merkmale des PCR-Systems 
schränken die Auswahl an geeigneten genomischen Regionen ein. Demgegenüber kann 
durch Verwendung der digitalen PCR (dPCR) als Detektionsverfahren ein Bias-freier 
Nachweis von unmethylierten und methylierten DNA-Sequenzen gewährleistet werden (Sykes 
et al., 1992).  
Bei der dPCR wird der Gesamt-Reaktionsraum der PCR in eine große Anzahl an getrennten 
Reaktionsräumen mit sehr geringem Volumen aufgeteilt. Dabei richtet sich die Aufteilung der 
DNA-Moleküle auf die Einzel-Kompartimente nach der Poisson-Verteilung, wobei in einem 
Reaktionsraum entweder eine (bzw. eine geringe Anzahl) DNA-Sequenz vorliegt oder nicht 
(Sykes et al., 1992). Da unmethylierte und methylierte DNA-Sequenzen räumlich getrennt 
voneinander amplifiziert werden und das Signal-Hintergrund-Verhältnis durch die 
Kompartimentierung deutlich verbessert wird, können sich diese beiden Reaktionen nicht oder 
nur gering beeinflussen und eine PCR-Bias wird unterbunden. Nach vollzogener Taqman-PCR 
kann mittels Fluoreszenz-Messung ein digitales Ergebnis (positiv oder negativ) für jeden 
einzelnen Reaktionsraum erlangt werden. Dabei ist der Anteil positiver Reaktionsräume 
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proportional zu der untersuchten DNA-Menge, was eine absolute DNA-Quantifizierung ohne 
Erstellung einer Standardkurve ermöglicht (Sykes et al., 1992; Vogelstein und Kinzler, 1999). 
Das Ziel der vorliegenden Arbeit war zweigeteilt und umfasste einerseits die Untersuchung der 
Bedeutung von PLA2R1 für die Kanzerogenese des Prostatakarzinoms anhand der PCa-
Zelllinien LNCaP und PC-3. Diese Zelllinien weisen deutliche Unterschiede in ihrem 
Proteinexpressionsprofil auf (Dozmorov et al., 2009; Lin et al., 2013). Während in LNCaP-
Zellen die Rezeptor-Expression durch Promotor-Hypermethylierung unterdrückt ist, kann in 
PC-3-Zellen eine Hochregulation von PLA2R1 im Vergleich zu der normalen Prostata-
Epithelzelllinie PrEC nachgewiesen werden (Sukocheva et al., 2019). Die divergente PLA2R1-
Expression von PCa-Zelllinien und normalen Prostataepithelzellen konnte in eigenen 
Experimenten mittels quantitativer PCR nach reverser Transkription (RT-qPCR) bestätigt 
werden. Um die Funktion der PLA2R1-Expression in PCa-Zelllinien zu untersuchen, wurde 
durch Transfektion von LNCaP-Zellen mit einem PLA2R1-Expressionsvektor (LNCaP-
PLA2R1) eine stabile Überexpression des Rezeptors erreicht und die Ergebnisse mit 
Kontrollvektor-transfizierten LNCaP-Zellen (LNCaP-Ctrl) verglichen. Im Gegensatz zu Wildtyp-
LNCaP und LNCaP-Ctrl-Zellen ließ sich eine Re-expression des Rezeptors bei LNCaP-
PLA2R1 auf mRNA-Ebene mittels RT-qPCR und auf Proteinebene durch Western Blot 
Analyse nachweisen. Darüber hinaus wurde die endogene Rezeptor-Expression von PC-3-
Zellen durch CRISPR/Cas9 (PC-3-KD) reduziert. Mittels RT-qPCR konnte eine Reduktion der 
Rezeptor-Expression von PC-3-KD-Zellen auf 20% der PLA2R1-Expression von 
Kontrollvektor-transfizierten PC-3-Zellen (PC-3-Ctrl) gezeigt werden. Eine Rezeptor-
Expression auf Proteinebene war ausschließlich bei PC-3-Ctrl-Zellen nachweisbar.  
In vitro wurden in der vorliegenden Arbeit die Auswirkungen der veränderten PLA2R1-
Expressionslevel auf die Zellviabilität/ Proliferation, Apoptose, Wundheilung, Genexpression 
und Koloniebildung untersucht. Die Zellviabilität/ Proliferation war signifikant erhöht in LNCaP-
PLA2R1 im Vergleich zu LNCaP-Ctrl, während die Zellviabilität nach Verminderung der 
Rezeptor-Expression in PC-3-KD und siRNA-behandelten PC-3-Zellen signifikant geringer im 
Vergleich zu den jeweiligen Kontrollzellen war. Zur Untersuchung der Apoptose wurde die 
Caspase 3/7 Aktivität und die extrazelluläre Präsentation von Phosphatidylserin auf der 
Zellmembran nach Apoptose-Stimulation bestimmt. In LNCaP-PLA2R1 konnte eine 
verminderte Apoptose im Vergleich zu LNCaP-Ctrl festgestellt werden, während die Apoptose 
in PC-3-KD signifikant erhöht gegenüber PC-3-Ctrl-Zellen war. Zudem konnte bei LNCaP-
PLA2R1 und PC-3-Ctrl-Zellen eine schnellere Wundheilung im Vergleich zu den 
dazugehörigen Kontrollzellen nachgewiesen werden. Durch Analyse des Expressionsprofils 
von Genen mit Relevanz hinsichtlich der Regulation von Proliferation, Zellzyklus-Kontrolle, 
Apoptose/ Seneszenz sowie Migration und Invasion konnte eine Hochregulation der 
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Genexpression von Fibronektin 1 (FN1), TWIST Homolog 1 (TWIST1) und der Cyclin-
abhängigen Kinase 6 (CDK6) in LNCaP-PLA2R1 im Vergleich zu LNCaP-Ctrl festgestellt 
werden. Diese Änderungen der Genexpression waren jedoch nicht bei transfizierten PC-3-
Zellen nachweisbar. 
Darüber hinaus war die Untersuchung des Einflusses von PLA2R1 auf die Fähigkeit zur 
Bildung von Zellkolonien und die klonogene Überlebensrate der transfizierten LNCaP- und PC-
3-Zellen Teil der vorliegenden Arbeit. Das Koloniewachstum war signifikant reduziert in 
LNCaP-PLA2R1 gegenüber den Kontrollzellen. Im Gegensatz dazu zeigten PC-3-KD-Zellen 
eine signifikant höhere klonogene Überlebensrate im Vergleich zu PC-3-Ctrl-Zellen. 
Die in vitro Daten wurden mit den in vivo Ergebnissen von Xenograft-Mausmodellen der 
transfizierten LNCaP- und PC-3-Zellen verglichen. Hierbei zeigten LNCaP-PLA2R1 Xenograft-
Mausmodelle ein signifikant geringeres Tumorwachstum im Vergleich zu LNCaP-Ctrl, während 
das Tumorwachstum bei PC-3-Ctrl-Zellen signifikant erhöht gegenüber PC-3-KD-Zellen war. 
Eine Übersicht der in vitro und in vivo Ergebnisse für die transfizierten Krebszelllinien ist in 




Tabelle 1. Auswirkungen einer PLA2R1-Überexpression bzw. -Knockdown in 
verschiedenen Krebszelllinien. Dargestellt sind die Auswirkungen einer Verminderung der 
PLA2R1-Expression in PC-3-Zellen bzw. einer Überexpression des Rezeptors in LNCaP- und 
MDA-MB-453-Zellen auf in vitro und in vivo Zellparameter (Notation: ↑ Zunahme; ↓ Abnahme; 
- keine Änderung; x nicht exprimiert; # nicht analysiert). Eine Überexpression von PLA2R1 in 
MDA-MB-453 wird im Zusammenhang mit einem tumorsuppressiven Einfluss beschrieben 
(Augert et al., 2013; Griveau et al., 2016). Durch Reproduktion des tumorsuppressiven Effekts 
einer PLA2R1-Überexpression in MDA-MB-453 konnte das in der vorliegenden Arbeit 




PC-3 LNCaP MB-453 
PLA2R1-Überexpression (↑) / -Knockdown (↓) ↓ ↑ ↑ 
Zellviabilität/ Proliferation ↓ ↑ ↓ 
Apoptose ↑ ↓ ↑ 
Wundheilung ↓ ↑ ↓ 
Koloniewachstum ↑ ↓ ↓ 
Fibronektin 1 Genexpression - ↑ - 
TWIST1 Genexpression - ↑ x 
CDK6 Genexpression - ↑ - 
Xenograft-Mausmodell ↓ ↓ # 
 
 
Der zweite Teil der vorliegenden Arbeit umfasste Untersuchungen zur Bedeutung des PLA2R1 
für die pädiatrische, akute lymphoblastische Leukämie (ALL). Vorangegangene Studien 
konnten eine Repression der PLA2R1-Expression aufgrund von Hypermethylierung eines 
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definierten Bereiches des PLA2R1-Promotors in Leukämiezelllinien und adulten Patienten mit 
AML und MDS nachweisen (Menschikowski et al., 2012). Basierend auf diesen Ergebnissen 
war die Untersuchung der Auswirkungen einer Re-expression von PLA2R1 in der 
Leukämiezelllinie Jurkat als Modell für die pädiatrische ALL Ziel dieser Arbeit. Durch 
Transfektion der Jurkat-Zellen mit einem Expressionsvektor für den Rezeptor wurde eine 
Überexpression von PLA2R1 erreicht (Jurkat-PLA2R1) und der Einfluss auf Proliferation und 
Apoptose/ Nekrose durch den Vergleich mit Kontrollvektor-transfizierten Jurkat-Zellen (Jurkat-
Ctrl) untersucht. Für Jurkat-PLA2R1 konnte mittels RT-PCR und Western Blot Analyse eine 
deutliche Re-expression des Rezeptors auf Gen- und Proteinexpressionsebene 
nachgewiesen werden, während in Jurkat-Ctrl-Zellen keine PLA2R1-Expression detektierbar 
war. Die Proliferationsrate der transfizierten Jurkat-Zellen wurde mittels Zellwachstumskurven-
Analyse und einer Trypanblau-Färbung von toten Zellen bestimmt. Jurkat-PLA2R1-Zellen 
zeigten eine signifikant verminderte Proliferation bei gleichzeitig höherem Anteil Trypanblau-
positiver, toter Zellen im Vergleich zu Jurkat-Ctrl-Zellen. Um den zugrunde liegenden 
Mechanismus des PLA2R1-abhängigen Zelltodes besser charakterisieren zu können, wurden 
die transfizierten Jurkat-Zellen mit Annexin-V-Fluorescein/Hoechst 33258 gefärbt und 
durchflusszytometrisch analysiert. Der Anteil an gesunden Zellen war bei den Jurkat-PLA2R1-
Zellen signifikant reduziert im Vergleich zu den Kontrollzellen. Demgegenüber waren die 
Zellfraktionen der frühen und späten Apoptose sowie der Nekrose bei Jurkat-PLA2R1-Zellen 
signifikant erhöht gegenüber Jurkat-Ctrl-Zellen. 
Darüber hinaus war die Analyse der PLA2R1-Promotormethylierung bei der pädiatrischen ALL 
und die Evaluierung derselbigen als Biomarker für den Behandlungserfolg und der 
Überwachung der minimalen Resterkrankung (MRD) sowie der Risikostratifizierung Ziel der 
vorliegenden Arbeit. Hierfür wurde die genomische DNA des Knochenmarks (KM) und der 
Leukozyten des peripheren Blutes (PB) von ALL-diagnostizierten Kindern mittels dPCR 
analysiert und die Ergebnisse mit der PLA2R1-Promotormethylierung einer gesunden Kohorte, 
bestehend aus Kindern in vergleichbarem Alter, verglichen. Eine schematische Darstellung 
des untersuchten Promotorbereiches von PLA2R1 und der Aufbau des dPCR-Systems sind in 




Abbildung 3: Schematische Übersicht der untersuchten PLA2R1-Promotorregion. 
Dargestellt ist der untersuchte Bereich des PLA2R1-Promotors mit den Positionen der 
eingeschlossenen 5‘-CpG-Stellen (schwarze Kreise) relativ zum Transkriptionsstartpunkt 
(transcription start site, TSS). Rechtecke repräsentieren Primer- (weiß) und Sonden-
Bindungsstellen (grau) innerhalb des 168 bp dPCR-Amplikons. Der Methylierungsstatus der 
5’-CpG-Stellen 1-3 wurde durch dPCR-Sonden-Hybridisierung analysiert. Gestrichelte Kreise 
kennzeichnen 5’-CpG-Stellen, welche in dem Illumina Infinium 450k Human DNA 
Methylierungsarray integriert sind.    
 
Die mittlere PLA2R1-Promotormethylierung der gesunden Kohorte war signifikant geringer im 
Vergleich zu KM- und PB-Proben von Patienten mit prä-B und common ALL zum Zeitpunkt 
der Diagnose. Das 97,5-Perzentil der Promotormethylierung der Kontrollgruppe war 12.05% 
und wurde als Grenzwert für eine pathologische PLA2R1-Methylierung definiert. Zudem wurde 
die relative Blastenzahl der prä-B- und common ALL Patienten analysiert. Zum Zeitpunkt der 
Diagnose zeigten alle KM-Aspirate von prä-B- und common ALL-Patienten eine relative 
Blastenzahl von >76%, während die relative Blastenzahl von PB-Proben im Mittel halb so hoch 
war im Vergleich zu den dazugehörigen KM-Proben. In KM-Aspiraten der ALL-Kohorte konnte 
in allen Proben sowohl ein deutlicher Anstieg der relativen Blastenzahl als auch eine signifikant 
erhöhte PLA2R1-Promotormethylierung nachgewiesen werden. Eine Ausnahme bildete ein 
Patient mit common ALL-Diagnose, welcher bei einer deutlich erhöhten relativen Blastenzahl 
von 98% eine PLA2R1-Promotormethylierung unterhalb des Grenzwertes der Kontrollgruppe 
aufwies. Während der ALL-Behandlung war eine parallele und kontinuierliche Abnahme der 
relativen Blastenzahl und der PLA2R1-Promotormethylierung in PB- und KM-Proben 
nachweisbar. So konnte nach 15 Tagen der ALL-Induktionstherapie eine signifikante 
Verminderung der PLA2R1-Methylierung und der relativen Blastenzahl im Vergleich zum 
Diagnosezeitpunkt sowie eine weitere Abnahme beider Größen nach 33 Tagen und vor Beginn 
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des Protokolls M der ALL-Behandlung detektiert werden. Zwischen der PLA2R1-
Promotormethylierung und der relativen Blastenzahl von KM-Aspiraten und PB-Proben gab es 
eine signifikante, positive Korrelation. 
Während der Dauer der durchgeführten Studie waren vier B-Zell-ALL Rezidive zu verzeichnen. 
Dabei waren sowohl die relative Blastenzahl als auch die PLA2R1-Promotormethylierung in 
KM- und PB-Proben zum Zeitpunkt der Rezidiv-Diagnose signifikant erhöht. Für beide Größen 
war eine Abnahme während der weiteren Behandlung des ALL-Rezidivs detektierbar und die 
PLA2R1-Methylierung sank unter das Niveau der Kontrollgruppe. 
Die Auswahl einer bestmöglichen Strategie zur Behandlung der ALL ist essenziell für den 
Behandlungserfolg und hängt von der Qualität der Risikostratifizierung ab. Die Patienten der 
vorliegenden Studie wurden nach den AIEOP-BFM ALL 2009 Richtlinien in Abhängigkeit des 
vorliegenden Risikos in Subgruppen (Standard-, mittleres und Hochrisiko) unterteilt. Die 
PLA2R1-Promotormethylierung am Tag 15 der ALL-Induktionstherapie wurde als Biomarker 
für die Risikostratifizierung evaluiert. Dabei war die Rezeptor-Methylierung der Hochrisiko-
Gruppe signifikant erhöht im Vergleich zu der Standardrisiko-Gruppe und den Patienten mit 
mittlerem Risiko, sodass der Grad der PLA2R1-Methylierung ein möglicher neuer Biomarker 









4 Publikation 1: “Diverse Effects of Phospholipase A2 Receptor 




5 Publikation 2: “Methylation of the Phospholipase A2 Receptor 1 
Promoter Region in Childhood B Cell Acute Lymphoblastic Leukaemia”  
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6 Diskussion und Ausblick 
Die Bedeutung von PLA2R1 für die Krebsentstehung wird kontrovers diskutiert, wobei sowohl 
eine tumorsuppressive als auch eine pro-onkogene Rolle des Rezeptors beschrieben wird 
(Sukocheva et al., 2019). Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit unterstreichen eine wichtige 
Rolle der PLA2R1-Expression für die Regulation des proliferativen und metastatischen 
Zellverhaltens in Prostata- und Leukämiezelllinien. Bei den Rezeptor-exprimierenden PCa-
Zelllinien LNCaP-PLA2R1 und PC-3-Ctrl konnte eine Zunahme der Zellviabilität/ Proliferation 
bei gleichzeitiger Abnahme von Apoptose im Vergleich zu LNCaP-Ctrl bzw. PC-3-KD-Zellen 
nachgewiesen werden. Dieser proliferationsgesteigerte und anti-apoptotische Phänotyp der 
PLA2R1-exprimierenden PCa-Zelllinien konnte durch in vitro Wundheilungsergebnisse 
bestätigt werden. Mithilfe von Wundheilungsassays kann das Zusammenwirken von 
Proliferation und Zellmotilität untersucht werden, was zusätzlich zu dem proliferativen Effekt 
des Rezeptors einen positiven Einfluss der PLA2R1-Expression auf die Zellmotilität von PCa-
Zelllinien nahelegt. Im Gegensatz dazu konnte in PLA2R1-exprimierenden Jurkat-Zellen eine 
verminderte Proliferation bei gleichzeitig erhöhter Apoptose und Nekrose im Vergleich zu 
Jurkat-Ctrl-Zellen detektiert werden. Dieser tumorsuppressive Einfluss der Rezeptor-
Expression in Leukämiezellen steht in Übereinstimmung mit in vitro Untersuchungen einer 
transfektionsbasierten Re-expression von PLA2R1 in der Brustkrebszelllinie MDA-MB-453 
und widerspricht dem pro-onkogenen Einfluss von PLA2R1 in den untersuchten PCa-
Zelllinien. In MDA-MB-453-Zellen ist die Rezeptor-Expression – vergleichbar mit den Zelllinien 
LNCaP und Jurkat - durch Promotor-Hypermethylierung unterdrückt (Menschikowski et al., 
2015). Eine Re-expression von PLA2R1 in MDA-MB-453 wird im Zusammenhang mit einem 
tumorsuppressiven Einfluss beschrieben (Augert et al., 2013; Griveau et al., 2016). Das in der 
vorliegenden Arbeit verwendete Modell einer transfektionsbasierten Überexpression von 
PLA2R1 in LNCaP- und Jurkat-Zellen konnte durch Reproduktion des tumorsuppressiven 
Effekts einer PLA2R1-Überexpression in MDA-MB-453 verifiziert werden. In diesem Kontext 
ist eine Apoptose-Induktion durch Aktivierung von JAK2/STAT/ERRα-Signalwegen 
beschrieben (Augert et al., 2009; Augert et al., 2013; Bernard und Vindrieux, 2014). Die 
PLA2R1/JAK2-Signaltransduktion führt zu einer Zunahme der ERRα-Expression und zu einer 
schlussendlichen Induktion der mitochondrialen Apoptose durch Zunahme der Bildung von 
ROS innerhalb der Mitochondrienmembranen. Begleitet wird dieser Prozess durch eine 
Zunahme des Mitochondrien-Gehalts in PLA2R1-exprimierenden MDA-MB-453-Zellen 
(Griveau et al., 2016). Ähnliche pro-apoptotische Signalwege könnten bei Jurkat-PLA2R1-
Zellen wirksam sein, jedoch sind diesbezüglich weitere Untersuchungen nötig, um die 
PLA2R1-abhängige Signaltransduktion in Jurkat-Zellen aufzuklären. Im Gegensatz zu MDA-
MB-453-Zellen ist der Mitochondrien-Gehalt von Wildtyp-LNCaP- und PC-3-Zellen bereits 
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stark erhöht im Vergleich zu normalen Prostataepithelzellen (Panov und Orynbayeva, 2013). 
Überdies ist der Mitochondrien-Gehalt von PLA2R1-exprimierenden Wildtyp-PC-3-Zellen 
geringer als bei LNCaP-Zellen, bei denen die Rezeptor-Expression durch Promotor-
Hypermethylierung unterdrückt ist (Panov und Orynbayeva, 2013; Sukocheva et al., 2019). 
Infolgedessen kann die mitochondriale Apoptose-Signaltransduktion nicht der einzige 
Wirkmechanismus von PLA2R1 in PCa-Zelllinien sein. 
Um eine mögliche Erklärung für die unterschiedlichen Auswirkungen einer PLA2R1-
Expression zu finden, wurde das Expressionsprofil von Genen mit Relevanz für Zellzyklus-
Kontrolle, Apoptose/ Seneszenz und Migration/ Invasion analysiert. Hierbei wurde eine 
Hochregulation der Genexpression von FN1, TWIST1 und CDK6 in LNCaP-PLA2R1 im 
Vergleich zu LNCaP-Ctrl festgestellt. Eine vermehrte Expression von FN1 wäre mit dem pro-
onkogenen Phänotyp von LNCaP-PLA2R1 vereinbar, da eine Überexpression von FN1 im 
Zusammenhang mit einer Stimulation des Zellwachstums und einer Verminderung von 
Apoptose bei Chemotherapie-Behandlung von Lungenkrebs diskutiert wird (Rintoul und Sethi, 
2002; Han et al., 2006). Überdies könnte ein proliferativer Effekt der PLA2R1 Re-expression 
in LNCaP auch durch eine Hochregulation der Expression von TWIST1 erklärt werden, da 
TWIST1-vermittelte Signalwege mit einer Verminderung von Apoptose und gesteigerter 
Zellmigration bei PCa-Zellen einhergehen (Kwok et al., 2005). Im Gegensatz zu PC-3-Zellen 
sind LNCaP-Zellen Androgen-sensitiv und das Zellwachstum hängt von der Expression von 
Androgenrezeptoren (AR) ab (Lonergan und Tindall, 2011). Die AR-Signaltransduktion 
involviert die Expression von Cyclin D und anderen Genen zur Zellzyklus-Kontrolle (Chen et 
al., 1998). Die Interaktion von CDK6 und Cyclin D1 ist wichtig für den G1-S-Übergang des 
Zellzykluses und wirkt sich positiv auf Zellzyklusprogression und Proliferation aus, was eine 
mögliche Erklärung für den proliferativen Effekt einer PLA2R1 Re-expression in LNCaP 
darstellen könnte (Meyerson und Harlow, 1994). Ferner kann CDK6 in PCa-Zellen auch mit 
AR im Beisein von Dihydrotestosteron interagieren und die Expression von AR-Zielgenen 
stimulieren (Lim et al., 2005). Zusammenfassend könnten die pro-onkogenen Effekte einer 
Re-expression von PLA2R1 in LNCaP-Zellen im Zusammenhang mit der festgestellten 
Hochregulation der Expression von FN1, TWIST1 und CDK6 stehen. Im Vergleich zur LNCaP-
Zelllinie zeigen RNA-Sequenzierungsdaten in Wildtyp-PC-3-Zellen bereits eine starke 
Hochregulation von FN1, TWIST1 und CDK6 (Barretina et al., 2012; Klijn et al., 2015). Folglich 
könnte in PC-3-Zellen der Effekt einer differenziellen PLA2R1-Expression auf das 
Expressionsprofil dieser Gene gedämpft sein. Jedoch sind auch hier weiterführende 
Untersuchungen erforderlich, die auf diesen Ergebnissen aufbauen. 
Der tumorsuppressive Effekt von PLA2R1 zeigte sich durch die Untersuchung des 
Koloniewachstums der transfizierten PCa-Zelllinien und einer Verminderung der klonogenen 
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Überlebensrate bei PLA2R1-exprimierenden LNCaP-PLA2R1- und PC-3-Ctrl-Zellen. Der 
inhibitorische Effekt einer PLA2R1-Expression auf das Koloniewachstum steht in 
Übereinstimmung mit Untersuchungen der Brustkrebszelllinie MDA-MB-231 (Vindrieux et al., 
2013). Mithilfe des klonogenen Assays wird die Zellfraktion analysiert, die zur unbegrenzten 
Zellteilung und zur Bildung einer Zellkolonie befähigt ist (Franken et al., 2006). Infolgedessen 
müssen die Auswirkungen von PLA2R1 auf Proliferation und Koloniewachstum nicht 
zwangsweise übereinstimmen, da beide Assays unterschiedliche Zellfraktionen 
(stammzellartig und nicht-stammzellartig) untersuchen. So ließe sich der positive Einfluss 
einer PLA2R1-Expression auf das proliferative Zellverhalten durch Veränderungen der nicht-
stammzellartigen Subpopulation erklären. Im Gegensatz dazu könnte eine Verminderung des 
Koloniewachstums die Auswirkungen der Rezeptor-Expression auf die stammzellartige 
Subpopulation der PCa-Zelllinien widerspiegeln. 
Um den in vivo Effekt einer differenziellen PLA2R1-Expression zu untersuchen, wurden 
Xenograft-Mausmodelle mit den transfizierten PCa-Zelllinien erstellt. LNCaP-PLA2R1 
Xenograft-Mausmodelle zeigten ein geringeres Tumorwachstum im Vergleich zu LNCaP-Ctrl-
Zellen. Eine tumorsuppressive Funktion von LNCaP steht in Übereinstimmung mit in vivo 
Untersuchungen des Nierenzellkarzinoms in Xenograft-Mausmodellen (Vindrieux et al., 2014). 
Im Gegensatz dazu war das Tumorwachstum bei PC-3-Ctrl signifikant erhöht gegenüber PC-
3-KD-Zellen. Eine mögliche Erklärung für den unterschiedlichen in vivo Effekt der Rezeptor-
Expression könnten Unterschiede in der Bedeutung des proliferativen und anti-apoptotischen 
Einflusses einerseits sowie einer PLA2R1-abhängigen Hemmung des Koloniewachstums 
andererseits sein. So ist der Anteil der stammzellartigen CD44+/CD24--Subpopulation mit 
0.04% bei LNCaP nur sehr gering vertreten (Hurt et al., 2008), während bei PC-3-Zellen diese 
Subpopulation einen größeren Anteil von ca. 11% einnimmt (Jaworska und Szliszka, 2017). 
Infolgedessen könnte in LNCaP-Zellen der negative Einfluss des Rezeptors auf das 
Koloniewachstum und damit auf den stark limitierten Anteil der stammzellartigen 
Subpopulation maßgebender für das in vivo Tumorwachstum im Vergleich zu dem 
zellwachstumsfördernden Potenzial von PLA2R1 in vitro sein. Demgegenüber könnte sich ein 
möglicher pro-onkogener Einfluss von PLA2R1 in dem gesteigerten in vivo Tumorwachstum 
von PC-3-Zellen manifestieren. In dieser Zelllinie könnte ein höherer Anteil der 
stammzellartigen Subpopulation diesbezügliche negative Effekte des Rezeptors 
kompensieren. 
Ferner könnten in vivo Xenograft-Modelle mehr Informationen über die Bedeutung von Zell-
Matrix-Interaktionen für die initiale Zelladhäsion und das nachfolgende Tumorwachstum liefern 
als 2D in vitro Assays auf Plastik-Oberflächen. So kann PLA2R1 neben sPLA2 auch mit 
Kollagen I und anderen extrazellulären Matrixbestandteilen über die CLTD1-2 und FNII 
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Domänen interagieren. Zudem ermöglicht dies eine indirekte Wechselwirkung des Rezeptors 
mit Integrin β-1 (Mishina et al., 2014; Takahashi et al., 2015). Die Bedeutung dieser Interaktion 
hinsichtlich Proliferation und Zellwachstum ist jedoch abhängig von der zugehörigen Integrin-
α Untereinheit (Heino, 2014). So steht Integrin α1β1 im Zusammenhang mit einem positiven 
Einfluss auf die Proliferation, während sich die Interaktion mit Integrin α2β1 negativ auf das 
Zellwachstum auswirken kann (Ravanti et al., 1999; Rantala et al., 2011; Heino, 2014). Im 
Gegensatz zu den LNCaP-Zellen legen RNA-Sequenzierungsdaten eine Expression der α1 
Integrin-Untereinheit in PC-3-Zellen nahe. Demgegenüber wird Integrin α-2 in beiden PCa-
Zelllinien exprimiert (Barretina et al., 2012; Klijn et al., 2015). Infolgedessen könnte aufgrund 
der fehlenden Expression von Integrin α-1 in LNCaP-Zellen die Interaktion mit der α2 Integrin-
Untereinheit favorisiert werden. Dies würde eine Reduktion des in vivo Tumorwachstums und 
eine tumorsuppressive Rolle von PLA2R1 in LNCaP-Zellen zur Folge haben. Im Gegensatz 
dazu besteht in PC-3-Zellen die Möglichkeit einer funktionellen Interaktion des Rezeptors mit 
Integrin α1β1. Eine Wechselwirkung des Rezeptors mit Integrin α1β1 könnte eine Erklärung 
für den pro-onkogenen Effekt und ein beschleunigtes Tumorwachstum von PC-3-Zellen in vivo 
darstellen. Jedoch sind nachfolgende Experimente erforderlich, um diese Interaktion in vivo 
nachzuweisen. 
Zusammenfassend konnten durch in vitro Experimente sowohl pro-onkogene (proliferativ, anti-
apoptotisch und eine positive Regulation der Zellmotilität) als auch tumorsuppressive Einflüsse 
(negative Regulation des Koloniewachstums) einer PLA2R1-Expression in PCa-Zelllinien 
identifiziert werden. In Brustkrebs- und Leukämiezelllinien war hingegen ein einheitlich 
tumorsuppressiver Effekt des Rezeptors detektierbar. In vivo Untersuchungen mit Xenograft-
Mausmodellen zeigten einen tumorsuppressiven Effekt des Rezeptors in LNCaP-Zellen, 
während PLA2R1-exprimierende PC-3-Zellen ein erhöhtes Tumorwachstum aufwiesen. 
Infolgedessen bekräftigen die Ergebnisse dieser Arbeit eine differenzielle Rolle von PLA2R1 
bei der Krebsentstehung und Progression.  
Aufgrund der besonderen Bedeutung der PLA2R1-Expression für Tumorinitiation und -
progression sollte im Folgenden die Bestimmung der PLA2R1-Promotormethylierung als 
Biomarker für Therapieüberwachung und Risikostratifizierung bei der pädiatrischen ALL 
evaluiert werden. In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass zusätzlich zu adulten 
Patienten mit akuter myeloischer Leukämie (Menschikowski et al., 2012) auch die KM-Aspirate 
und PB-Proben von pädiatrischen Patienten mit primärer ALL-Diagnose und ALL-Rezidiven 
eine Hypermethylierung des PLA2R1-Promotors aufweisen. Um die Ergebnisse dieser Arbeit 
zu verifizieren, wurde ein DNA-Methylierungsdatensatz von Nordlund et al. (GSE49031) 
hinsichtlich des in der vorliegenden Arbeit untersuchten PLA2R1-Promotorbereiches 
ausgewertet (Nordlund et al., 2013). Das untersuchte PLA2R1-Amplikon enthält drei 5‘-CpG-
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Stellen, welche in dem Illumina Infinium 450k Human DNA methylation Beadchip array 
integriert sind (s. Abbildung 3). Unsere Analyse des Methylierungsstatus dieser 5‘-CpG-Stellen 
bestätigte eine Zunahme der PLA2R1-Promotormethylierung in KM- und PB-Proben von 
pädiatrischen Patienten zum Zeitpunkt der primären ALL-Diagnose bzw. des ALL-Rezidives 
im Vergleich zu gesunden Probanden und Patienten in Remission. 
Zum Zeitpunkt der ALL-Diagnose gab es einen Patienten mit deutlich erhöhter relativer 
Blastenzahl und einer PLA2R1-Promotormethylierung unterhalb des Grenzwertes der 
Kontrollgruppe. Folglich scheint eine Methylierung des Rezeptor-Promotors ein häufiger (95%, 
19 von 20 B-Zell-ALL Patienten) aber nicht obligatorischer Faktor der pädiatrischen 
Leukämogenese zu sein. Dies steht in Übereinkunft mit der Arbeit von Amin et al., welche die 
Existenz einer Untergruppe von AML- und ALL-Patienten mit PLA2R1-exprimierenden, 
leukämischen Blasten diskutiert (Amin et al., 2011). Diese Subpopulation von leukämischen 
Blasten mit PLA2R1-Expression könnte ursächlich durch eine Hypomethylierung des PLA2R1-
Promotors erklärt werden. Jedoch sind weiterführende Untersuchungen erforderlich, um die 
Bedeutung dieser Zellpopulation für die Leukämogenese und den Krankheitsverlauf der 
betreffenden ALL-Patienten einschätzen zu können. 
Darüber hinaus konnte eine positive Korrelation zwischen der relativen Blastenzahl und der 
PLA2R1-Promotormethylierung in KM-Aspiraten und PB-Proben während der ALL-
Induktionstherapie ermittelt werden. Infolgedessen lassen die Daten der vorliegenden Arbeit 
darauf schließen, dass leukämische Blasten für den Anstieg der PLA2R1-
Promotormethylierung in KM- und PB-Proben verantwortlich sind. Diese Ergebnisse stehen in 
Übereinkunft mit den in vitro Ergebnissen dieser Arbeit und einer tumorsuppressiven Wirkung 
der Re-expression von PLA2R1 in transfizierten Jurkat-Zellen. Demzufolge könnten 
leukämische Blastenzellen durch epigenetische Repression der Rezeptor-Expression der 
Apoptose/ Nekrose effizienter entgehen und folglich zur Progression der Krebserkrankung 
beitragen. Jedoch unterlag die PLA2R1-Promotormethylierung in KM-Aspiraten einer 
gewissen Schwankung von 31% bis 97% bei gleichbleibend hohen relativen Blastenzahlen. 
Dies deutet auf eine Heterogenität der als leukämische Blasten definierten Zellen im KM hin 
und steht in Übereinstimmung mit der Literatur (Baersch et al., 1996; Hassanein et al., 2009; 
Hoffmann et al., 2012). Zudem könnten normale Vorläuferzellen, welche morphologische und 
immunphänotypische Gemeinsamkeiten mit neoplastischen Zellen der B-ALL aufweisen 
(Longacre et al., 1989),  in den untersuchten Aspiraten vorhanden gewesen sein. Durch ihre 
geringe Grundmethylierung würden diese Zellpopulationen zu einer Verminderung des Anteils 
methylierter PLA2R1-Promotorsequenzen beitragen (Qu et al., 2014; Jung et al., 2015). 
Diesbezüglich sind weitere Experimente erforderlich, um mittels immunphänotypischer 
31 
 
Zellsortierung den Methylierungsstatus des Rezeptors innerhalb der resultierenden 
Zellsubpopulationen bestimmen zu können. 
Überdies war die PLA2R1-Promotormethylierung in der Subgruppe der Hochrisikopatienten 
signifikant erhöht im Vergleich zu Patienten mit geringerem Risiko. Die Risikostratifizierung 
nach den AIEOP-BFM ALL 2009 Richtlinien umfasst die umfangreiche Bestimmung von 
immunhistochemischen und molekularbiologischen Parametern zu verschiedenen 
Zeitpunkten bis zur 12. Woche des ALL-Behandlungsprotokolls. Infolgedessen könnte eine 
vergleichsweise einfache Bestimmung der PLA2R1-Methylierung am Tag 15 der ALL-
Induktionstherapie zu einer frühen Identifizierung von Hochrisikopatienten und einer zeitnahen 
Anpassung des Therapieprotokolls beitragen. Die Sensitivität der PLA2R1-
Methylierungsanalyse muss jedoch in nachfolgenden Experimenten mit etablierten, klonalen 
Markern (schwere Kette IgG- und T-Zell-Rezeptor-Rearrangements) verglichen und evaluiert 
werden. Die Bestimmung der PLA2R1-Promotormethylierung ist von besonderer Bedeutung 
für Patienten, bei denen kein verbreiteter ALL-Subtyp festgestellt werden kann und folglich 
kein molekularer Biomarker zur Verfügung steht. Betreffende Patienten der untersuchten 
Kohorte zeigten jedoch eine deutliche Erhöhung der PLA2R1-Promotormethylierung in KM- 
und PB-Proben, welche im weiteren ALL-Therapieverlauf unter den Grenzwert der 
Kontrollgruppe sank. Demgegenüber war bei diesen Patienten durch das Fehlen von ALL-
spezifischen, molekulargenetischen Markern die „klassische“ Therapiekontrolle und MRD-
Überwachung nur eingeschränkt möglich.  
Ferner sind epigenetische Modifikationen während der Kanzerogenese im Gegensatz zu 
chromosomalen Veränderungen und Genmutationen reversibel. Demzufolge existieren 
Ansätze zur therapeutischen Intervention durch Aufnahme von epigenetisch aktiven 
Therapeutika in das Leukämie-Behandlungsprotokoll (Burke und Bhatla, 2014). Die Analyse 
der PLA2R1-Methylierung könnte Informationen über die Effektivität dieser Strategien liefern 
und als Indikator für die Bewertung der Erfolgschancen dieser Medikamente in der ALL-
Behandlung dienen (Menschikowski et al., 2012). 
Zusammenfassend bekräftigen die Daten der vorliegenden Arbeit einen möglichen Einsatz der 
PLA2R1-Methylierungsanalyse als sensitiven Biomarker für die Therapiekontrolle, MRD-
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